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摘要 : 为 了 初步 研究 茶 尺 歇 小 RNA 病毒 (Ectropis obligue picorna-like virus ，EoPV ) 的 复制 机 制 ， 从 被 EoPV 感染 致死 
的 茶 尺 歇 幼 虫 中 分 离 并 纯化 病毒 粒子 , 提取 病毒 RNA, 根据 已 公布 的 EoPV 核 苷 酸 序 列 , 利用 基因 组 上 单一 的 酶 切 
位 点 , 设计 特异 性 引物 , 应 用 RT-PCR 扩 增 出 5 个 覆盖 全 长 的 片段 。 随 后 采用 融合 PCR 将 5 个 片段 拼接 , 最 终 将 全 
长 定向 克隆 到 低 挝 贝 质粒 载体 上 ,成功 构建 cDNA 全 长 克隆 PEoPY。 双 酶 切 及 测序 鉴定 证 明 全 长 克隆 构建 成 功 。 与 
原 序 列 比较 发 现 , 该 元 隆 在 氨基 酸 水 平 上 有 8 个 突变 和 1 个 缺失 。 本 研究 为 深入 探讨 EoPV 病毒 生物 学 特性 、 病 毒 
复制 机 理 等 葛 定 了 基础 。 
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Construction of the full-length cDNA clone of Ectropis oblique picorna- 


like virus 
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College of Life Science, Wuhan University, Wuhan 430072, China) 

Abstract : The viral total RNA was extracted from dead larvae of the tea looper, Ectropis obligue infected by 
E. obliqgue picorna-like virus (EoPV ). Five pairs of primers were designed according to the published 
sequence of koPV to amplify S$ overlapping fragments covering 上 EoPV genome. These fragments were 
subcloned to pPMD18-T vector and assembled. The full-length cDNA of p-&oPY was cloned to pET-28a and 
proved by sequencing and restrictive digestion. Comparing to the published sequence this clone possessed 
an 8-amino acid mutation and a 1-amino acid deletion. This study represents the first step towards 
understanding the mechanism of EoPV replication. 
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茶 尺 峻 Ectiropis obligua hypulina Wehrli 属 昆虫 
纲 ( Insecta) 鲜 蕊 目 (Lepidoptera ) 尺 蛾 科 
(Ceometridae) , 是 我 国 为 害 最 大 的 人 条 树 主要 害虫 之 
一 。 我 室 于 2000 年 从 茶 尺 竖 埠 病 幼 虫 中 分 离 得 到 
一 种 新 的 非 包 涵 体 病毒 ,经 分 离 纯化 鉴定 为 微小 
RNA 病毒 ,命名 为 茶 尺 凤 小 RNA 病毒 (Ectropis 
oblique picorna-like virus，EoPV ) ( Wang et al., 
2004) 。 这 是 我 国 首 次 分 离 得 到 的 昆虫 小 RNA 
病毒 。 

EoPV 基因 组 为 正义 单 链 RNA, 全 长 约 9.3 kb， 
含有 一 个 大 的 开放 阅读 框 (open reading frame， 
ORF) , 编码 一 个 聚 蛋 日 前 体 ,，N 端 为 结构 和 蛋白，C 
并 为 非 结 构 和 蛋白。5'UTR 长 390 nt; 3'UTR 较 短 ， 
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仅 43 nt,， 有 一 poly(A) 尾 ; 属于 传染 性 软化 病毒 科 
(Ilaviridae) , 传染 性 软化 病毒 属 Jflavirus (Christian 
et al., 2005)。 目 前 为 止 , 该 属 共 有 6 种 病毒 被 分 
离 鉴 定 ， 包括 家 奉 软 化 病毒 (infectious flacherie 
virus, IFV ) (Isawa et al.,1998 ) 、 棕 透 霄 毒 蛾 病毒 
(Perina nuda virus，PnV) (Wu et al., 2002 )、 蜜 蜂 
者 欠 病毒 (sacbrood virus, SBV) (Ghost et al., 
1999) 、 狄 斯 瓦 螨 1 型 病毒 (Taorroa destructor virus 
1,VDV-1) (Ongus et al.，2004) 、 警 蜂 畸 霄 病毒 
( deformed wing virus, DWV ) (Lanzi et al., 2006 ) 。 
它们 的 理化 性 质 和 基因 组 结构 都 与 小 RNA 病毒 
( picornavirus ) 类 似 (Stanway ，1990 ; 吕 鸿 声 ， 
2001; 王 小 纯 等 , 2003) 。 


作者 简介 : 林 美 娟 , 女 , 1980 年 生 , 浙江 温州 人 , 博士 研究 生 ,， 从 事 病毒 分 子 生 物 学 研究 , E-mail: linmeijuan86@ gmail. com 


“通讯 作者 Corresponding author, E-mail: yyhu@ whu. edu. cn 
收 稿 日 期 Received: 2009-11-18; 接受 日 期 Accepted: 2010-06-17 


7 期 林 美 娟 等 : 茶 尺 歇 小 RNA 病毒 全 长 cDNA 克隆 的 构建 819 


目前 对 EoPV 和 蛋 晶 的 功能 及 致 病 机 制 的 研究 尚 
处 于 空 日 阶段 。 而 构建 EoPV 感染 性 克隆 则 有 可 能 
是 阐明 这 些 问题 的 途径 。 正 是 基于 这 一 上 后, 本 人 研究 
构建 了 EoPV 全 长 cDNA 克隆 , 旨 在 为 进一步 建立 
EoPV 反 向 遗传 操作 系统 、 人 研究 生物 学 特性 、 病 毒 
与 衍 主 的 关系 、 病 毒 的 复制 和 转录 分 子 机 制 等 积累 
材料 , 为 EoPV 的 应 用 研究 如 开发 病毒 表达 载体 、 
开发 毒 力 更 强 的 病毒 杀 虫 剂 等 呐 定 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 病毒 及 宿主 

从 尺 峻 ( 采 自 武汉 江夏 区 ) 由 本 实验 室 人 工 饲 
养 (28 忆 恒温 培养 ) 。 

条 矿 坚 小 RNA 病毒 由 本 实验 室 增殖 、 保 存 。 





1.2 工程 菌 、 载 体 及 酶 类 

大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH-5a,pET-28a 载体 
由 本 实验 室 保 存 ; ThermoScript” RT-PCR System ， 
TRIzol® LS，Pyrobest®S8 DNA Polymerase 均 购 自 
Invitrogen 公司 ; pMD18-T Simple 载体 、 限 制 性 内 切 
酶 均 购 目 TaKaRa 公司 。 
1.3 引物 设计 与 合成 

使 用 Primer premier $. 0 软件 , 根据 EoV 基因 
组 的 结构 特点 以 及 GenBank 上 公布 的 EoV 全 序列 ， 
分 别 设计 了 涵盖 整个 基因 组 序列 的 5 对 特异 引物 ， 
其 中 AF 上 游 引 物 S 端 引入 Xba 工 酶 切 位 点 和 T7 启 
动 子 核心 序列 , 在 基因 组 3 末端 PolyA 尾 后 引入 
Noi 工 酶 切 位 点 ,便于 cDNA 模板 的 线性 化 。 所 用 
引物 如 表 1 所 示 。 


表 1 构建 EoPV 全 长 cDNA 克隆 的 引物 
Table 1] Oligonucleotide primers used for the construction of EoPV full-length cDNA clone 


引物 基因 组 上 的 位 置 (bp) 

Primer Position on genome 
AF 1 -22 
AR 1 478 -1 499 
BF 1 474 -1 494 
BR 4 483 -4 508 
CF 4 474 -4 500 
CR 6 409 -6 433 
DF 6 403 -6 427 
DR 7 971 -7 993 
EF 7 960 -7 978 
ER 9 384 -9 394 





引物 序列 (5 -37) 
Primer sequences 
CTTTICAGCAACGGCGGTATTG 
GTGTGCGGTCCGTCAGTTATCC 
CCTTGGATAACTGACGGACCG 
CCAAGCCGGTCGACTAAGTCATTAAC 
CGTTATTTAGTTAATGACTTAGTCGAC 
GCAAATCGAACCACTCAAGCTTATG 
CICTTCCATAAGCTTGAGTGGTTCG 
GCTCAATCAAATAGTCGCCAATC 
GAAGTAGAGAAGATTGGCG 
CCGGCGGCCGC( T),sGTATAACTATAAT 


限制 性 内 切 酶 位 点 用 斜体 加 粗 字体 标注 , 市 阴影 字体 代表 T7 启动 子 核心 序列 。The restriction enzymes were showed in italic and bold font style， 


and the T7 promoter core sequence was showed in shadow font style. 


1.4 病毒 的 纯化 和 RNA 提取 

病毒 的 纯化 按照 Hanzlik 等 (1993 ) 和 Pringle 等 
(1999 ) 的 方法 ， 略 加 改进 。 病 毒 RNA 的 提取 按 
TRIzole LS (Invitrogen ) 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
1.S RT-PCR 

参照 ThermoScript ”RT-PCR System 说 明 书 进 
行 。 在 0.2 mL 微量 PCR 管 中 , 加 入 总 RNA 1 -~ 
5 hg, 加 20 umolLL 第 一 链 cDNA 基因 特异 性 引物 
1 pL, 补充 适量 的 DEPC Hs0 使 总 体积 达 11 pL， 
轻 轻 混 匀 、 离 心 。65 信 加热 10 min, 立即 置 冰 上 至 
少 1 min。 然 后 加 入 5 x cDNA Synthesis Buffer 4 REL， 
RNase OUT™ 1 pL, 10 mmol/L dNTPmix 2 AL， 
0.1 mol/L DTT 1 wL, 轻 轻 混 匀 ,离心 ,加 入 


ThermoScript” RT 1 uwL， 在 60% 水 浴 中 孵育 
90 min。8S% 加 热 15 min 以 终止 反应 。 加 入 
RNaseH 1 nL, 37% 孵育 20 min ， 降 解 残留 的 RNA。 
(20% 保存 备用 。PCR 扩 增 参照 Pyrobest® DNA 
Polymerase 产品 说 明 书 进行 。 每 个 PCR 体系 50 pL， 
包括 10 x Pyrobest Bufffer 5 kwL，dNTP(2. 5 mmol/ L 
each) 4 nL, Pyrobest Polymerase 1 nL,， 上、 下 游 引 
物 各 1 phL(5 jmol/ 工 ) ,cDNA 2 pL 补充 水 至 
50 Ls。 按 常规 PCR 条 件 扩 增 , 退火 温度 和 延 但 时 
间 以 每 对 引物 的 Tm 值 及 其 扩 增 片段 的 长 度 作 出 相 
应 调整 。EoPV 的 3 末端 采用 3'RACE 法 扩 增 。 前 
先 以 反 转 录 引 物 ER 进行 反 转录 , 合成 cDNA 第 一 
链 。 以 此 为 模板 , 使 用 引物 Ff 和 G 进行 PCR 反应 ， 
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扩 增 得 到 下 上 片段。 
1.6 ” 亚 克 隆 

将 上 述 RT-PCR 获得 的 产物 切 胶 回收 后 , 连接 
到 pMD18-T Simple 载体 , 获得 了 5 个 覆盖 全 长 的 片 
段 元 隆 。 分 别 为 T-A, T-B,，T-C,T-D, T-E。 质 粒 
经 过 酶 切 和 PCR 鉴定 后 , 送 上 海 英 骏 公 司 进 行 序 
列 测定 。 
1.7 全 长 cPDNA 的 连接 

将 基因 组 分 成 2 个 半分 子 (5' 和 3' 半 分 子 ) 进 行 
连接 。 利 用 基因 组 上 存在 的 单一 酶 切 位 点 , 将 T- 
A, T-B 酶 切 , 连接 得 到 5' 端 半分 子 T-AB, 接着 同 
样 将 D 与 E 片段 相连 , 得 到 重组 片段 DE, 后 将 C 
与 DE 连接 得 到 基因 组 3' 半 分 子 T-CDE。 将 T-AB， 
T-CDE 以 及 载体 进行 相应 酶 切 , 并 回收 。 连 接 时 间 
适当 增加 至 24 ~ 48 h ,筛选 阳性 质粒 ， 获 得 基因 组 
全 长 cDNA 克隆 p-EoV, 并 进行 酶 切 鉴定 , 送 测序 。 
全 长 克隆 的 构建 策略 如 图 1 所 示 。 


, _5'UTR Structural proteins Nonstructural proteins 3'UTR , 
5' 〇 一 ES 一 一 polyA 3 
VPpg 
The structure of EoPV genome 


Xbal Cpo I Sal I HindH Not I 
+ 让 中 + 由 





p-EoPV 


图 1 EoPV 基因 组 全 长 cDNA 克隆 构建 策略 图 


Fig. 1 Strategies of construction of the genomic 


full-length cDNA of EoPV 


1.8 序列 分 析 

应 用 ContigExpress 软件 ,将 测序 结果 进行 拼 
接 ， 获得 全 长 序列 。 用 DNAMAN Version 4. 0 软件 
将 其 与 登陆 GenBank 中 的 序列 比较 , 分 析 它 们 在 核 
苷 酸 序列 和 氢 基 酸 序列 上 的 同 源 性 , 并 分 析 病 毒 蛋 
日 氨基 酸 变 异 状况 。 


2 结果 


2.1 了 RT-PCR 扩 增 结果 

从 感染 病毒 的 茶 尺 歇 虫 尸 中 纯化 病毒 , 提取 基 
因 组 总 RNA。 利 用 设计 的 5 对 特异 性 引物 , 通过 
RT-PCR, 获得 了 禾 盖 全 长 的 5 个 片段 , 分 别 为 A， 
B, C, D 和 EE( 图 2)。 琉 脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 显 示 ， 
片段 的 大 小 与 预期 相符 ， 分 别 为 1.5,，3.0，2. 0， 
1.5 和 1.5 kb 左右 , 且 具 有 很 高 的 特异 性 。 





图 2 履 盖 EoPV 基因 组 的 RT-PCR 结果 
Fig. 2 Gel analysis of 和 ve RT-PCR fragments 
of EoPV genome DNA 
A -下 上 : RT-PCR 得 到 的 片段 RT-PCR fragments; M: DNA Marker 
DL10000. 


2.2 重组 质粒 的 构建 及 鉴定 

将 RT 得 到 的 5 个 片段 分 别 亚 克 隆 至 pMD18-T 
载体 , 构建 得 到 T-A, T-B, T-C, T-D, T-E 重组 质 
粒 。 所 有 克隆 经 双 酶 切 、PCR 鉴定 并 测序 。 鉴 定 结 
果 如 图 3。 
2.3 T-AB，T-CDE 克隆 的 鉴定 

通过 融合 PCR 和 酶 切 连 接 的 方法 , 分 别 将 A 
与 B 连接 , C, D, E 连接 , 构建 到 载体 中 , 得 到 2 
个 大 分 子 克 隆 T-AB 和 T-CDE。 具 体 见 图 1 所 示 构 
建 图 。 挑 选 阳 性 克隆 , 经 PCR 和 双 酶 切 鉴 定 并 送 
测序 。 鉴 定 结果 如 图 4。 
2.4 全 长 ADNA 克隆 的 鉴定 

将 T-AB 和 T-CDE 重组 质粒 以 及 载体 相应 酶 
切 , 进行 连接 , 适当 延长 连接 时 间 至 48 h, 转化 后 
挑 取 阳 性 克隆 , 经 酶 切 和 PCR 鉴定 , 并 送 测序 。 图 
5 的 鉴定 结果 显示 , 全 长 cDNA 克隆 构建 成 功 。 
2.5 全 长 cDNA 克隆 的 序列 分 析 

测序 结果 经 拼接 后 , 得 到 EoPV 基因 组 全 序列 ， 
其 全 长 为 9 391 nt, 5'UTR 为 390 nt，3’UTR 为 
43 nt, 编码 2 986 个 氨基 酸 。 与 NCBI 上 公布 的 序 
列 进行 比 对 , 核 苷 酸 同 源 性 为 99. 1% , 氨基 酸 同 源 
性 为 98.2% , 氨基 酸 有 8 个 突变 和 1 个 缺失 ,突变 
的 氨基 酸 及 在 基因 组 上 的 位 置 如 表 2 所 示 。 发 现 的 
3 个 缺失 核 苷 酸 , 在 基因 组 上 距离 相隔 很 近 , 分 别 
位 于 原 序列 上 的 6 545 nt( 缺失 G)、6 564 nt( 缺失 
C) 和 6 592 nt( 缺 失 G), 因此 导致 氨基 酸 总 数 上 减 
少 1 个。 对 于 基因 组 复制 和 翻译 有 重要 作用 的 5 
UTR 和 3'UTR 没有 发 现 突变 , 显示 出 病毒 进化 上 
的 保守 性 和 维持 基因 组 RNA 的 精确 性 。 
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图 3 重组 质粒 克隆 的 鉴定 
Fig. 3 Restriction digestion and PCR analysis of five recombinant plasmids 

A. T-A 质粒 T-A plasmid. M: DNA Marker DL10000; 1: T-A 质粒 T-A plasmid; 2: PCR 产物 PCR product ; 3: Xba 工 和 Cpo 工 双 酶 切 消化 产物 
Product digested with Xba ] and Cpo | . B. T-B 质粒 T-B plasmid. M: DNA Marker DL10000; 1: T-B 质粒 T-B plasmid; 2: Cpo | 和 Sal 工 双 酶 切 消 
化 产物 Product digested with Cpo I and Sal 工 ; 3: So 工 单 酶 切 消 化 产物 Product digested with Sal 工 ; 4 : PCR 产物 PCR product.，C. T-C 质粒 工 -C 
plasmid. M: DNA Marker DL10000; 1: T-C 质粒 T- C plasmid; 2: Sal 和 Hind 下 双 酶 切 消化 产物 Product digested with Sal TI and Hind 全; 3: PCR 
产物 PCR product. D. T-D 质粒 T-D plasmid. M: DNA Marker DL10000; 1: T-D 质粒 T-D plasmid; 2: Hind 卫 单 酶 切 消化 产物 Product digested 
with Hind 陡 ; 3: PCR 产物 PCR product. E. T-E 质粒 T-E plasmid. M: DNA Marker DL10000; 1: T-E 质粒 T-E plasmid ; 2: Not 工 单 酶 切 消 化 产 
物 Product digested with Not | ; 3: PCR 产物 PCR product. 
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图 4 TAB(A) 和 T-CDE(B) 克 隆 的 鉴定 
Fig. 4 Restriction digestion and PCR analysis of T-AB (A) and T-CDE plasmids (B) 
A. T-AB 质粒 T-AB plasmid. M: DNA Marker DL10000; 1: T-AB 质粒 T-AB plasmid; 2: PCR 产物 PCR produet; 3: Xba I 和 al 双 酶 切 消化 产 
物 Product digested with Xba ] and Sal 工 . B. T-CDE 质粒 T-CDE plasmid. M: DNA Marker DL10000; 1: T-CDE 质粒 T-CDE plasmid; 2: PCR 产物 
PCR product; 3: So 工 和 No 工 双 酶 切 产 物 Product digested with Sal | and Not 工 . 
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图 5 koPV 全 长 cDNA 克隆 的 鉴定 
Fig. S$ Restriction analysis of KoPV full-length cDNA clone 
M: DNA Marker DL10000; 1: p-EoPV 质粒 p-EoPV plasmid; 2: Not I 
单 酶 切 产 物 Product digested with Not | ; 3: Sal I 和 Not 工 双 酶 切 产 
物 Product digested with Sal [ and Not 工 ; 4: Cpo 工 和 Noi 工 双 酶 切 产 
物 Product digested with Cpo [ and Not 工 ; $S: Xba 工 和 灰 nzd 亚 双 酶 切 
产物 Product digested with Xba I and Hind HL. 


表 2 EoPV 全 长 克隆 的 氨基 酸 突变 位 点 
Table2 Mutation sites of amino acids in 
EoPV full-length cDNA clone 
、 原 序列 的 氨基 酸 新 序列 的 氨基 酸 
在 基因 组 上 的 位 置 (aa) . . . . 
Amino acids of Amino acids of 


Positions on genome 


original sequence new sequence 


91 Asp Asn 
289 Met Thr 
411 Thr Asn 
669 Arg Lys 
1 722 Val Ala 
2 564 Thr lle2 
718 Arg Pro 
2 893 Phe Ser 

3 讨论 


EoPV 是 我 国 盲 次 分 离 得 到 的 昆虫 小 RNA 病 
毒 , 属于 传染 性 软化 病 病 毒 科 ( Iflaviridae ) 。 至 今 
为 止 , 该 科 共 有 10 种 病毒 被 分 离 鉴定 , 它们 在 理化 
性 质 和 基因 组 结构 上 都 和 哺乳 动物 小 RNA 病毒 科 
类 似 。 但 除了 序列 上 的 报告 和 分 析 之 外 , 关于 该 科 
病毒 基因 生日 功能 及 致 病 机 制 等 方面 的 研究 ， 尚 处 
于 空 日 阶段 。 而 应 用 反 向 遗传 学 技术 是 阐明 这 些 问 
题 的 有 效 途 径 之 一 。 因 此 , 构建 EoV 感染 性 克隆 ， 
具有 理论 上 和 实际 上 的 双重 意义 。 

在 构建 RNA 病毒 的 感染 性 分 子 元 隆 时 ,成功 与 
否 的 关键 是 病毒 RNA 的 大 小 。 已 成 功 获得 感染 性 分 
子 克 隆 的 QB 噬菌体 和 疹 髓 灰质 炎 病 毒 RNA 分 别 为 
4.5 和 7.5 kb。 如 有 果 病 毒 基 因 组 RNA 太 长 , 在 构建 
感染 性 cDNA 或 体外 转录 本 时 会 遇 到 下 列 问题 : (1) 
通过 RT-PCR 合成 cDNA 时 ,多 出 现 错 配 ; (2) 长 的 


RNA 序列 更 容易 含有 毒性 序列 , 造成 cDNA 在 质粒 
中 不 稳定 ; (3 ) 缺少 恰当 的 载体 。 由 于 EoPV 基因 组 
较 长 , 约 10 kb, 较 难 获得 真实 的 cDNA 序列 。 本 实 
验 中 使 用 耐 热 的 ThermoScript 逆转 录 酶 , 其 耐 热 特性 
使 得 反 转 录 反 应 甚至 可 以 在 高 达 62%C 的 温度 下 进 
行 , 最 大 程度 上 减 小 RNA 二 级 结构 对 闭 转 录 反 应 的 
阻碍 ; 同时 使 用 的 聚合 酶 Pyrobest DNA polymerase 也 
具 很 强 的 校 读 活 性 。 高 保 真 反 转 录 酶 和 DNA 聚合 酶 
的 应 用 大 大 降低 了 RT-PCR 过 程 中 可 能 出 现 的 错 配 
率 , 保证 了 序列 的 完整 性 与 真实 性 。 同 时 , 我 们 巧妙 
利用 基因 组 中 存在 的 5 个 单一 的 酶 切 位 点 ,利用 下 
接 酶 切 连接 的 方法 , 得 到 了 覆盖 基因 组 的 2 个 大 分 
子 克 隆 , 该 方法 最 大 程度 上 规避 了 PCR 反应 引入 的 
核 车 酸 突变 。 本 实验 获得 的 全 长 克隆 , 与 原 序 列 比 
较 , 核 苷 酸 同 源 性 高 达 99. 1% 。 和 氨基酸 同 源 性 为 
98.2% , 符合 体外 转录 的 要 求 , 为 下 一 步 感染 性 克隆 
的 构建 葛 定 了 基础 。 

全 长 克隆 中 有 8 个 氨基 酸 的 突变 和 1 个 氨基 酸 
缺失 , 经 过 反复 验证 , 这 些 突变 并 不 是 测序 结果 错 
误 所 致 。 而 且 我 们 发 现 , 对 于 基因 组 的 复制 和 翻译 
至 关 重 要 的 5'UTR 和 3'UTR 未 发 现任 何 碱 基 改 变 。 
这 显示 出 RNA 病毒 维持 基因 组 精确 性 方面 的 优越 
一 面 。 同 时 , 碱 基 的 改变 表明 ,RNA 病毒 基因 组 的 
不 稳定 性 , 它们 随 外 界 环境 的 变化 而 不 断 进化 自身 
基因 组 。 有 数据 表明 , 每 个 病毒 模板 每 复制 一 次 ， 
其 RNA 聚合 酶 会 产生 1 ~ 2 个 核 车 酸 的 错 配 ,导致 
突变 次 数 增加 和 进化 率 加 快 , 这 可 能 增加 了 病毒 种 
群 的 适应 性 。 

实验 中 , 为 了 提高 体外 转录 效率 , 在 基因 组 3" 端 
引入 7 强 局 动 子 序列 (van der Werf et al., 1986 ) ， 
并 在 T7 启动 子 的 核心 序列 与 基因 组 之 间 加 上 2 个 G 
( Milligan et al., 1987; Sasak et al., 2001; Huang et 
al., 2005) 。 并 且 , 直接 将 全 长 克隆 线性 化 后 转 染 细 
胞 , 具有 很 多 优点 。 首 先 , 所 获得 RNA 的 感染 性 对 
RNA 是 否 降解 的 依赖 性 降低 了 ,因为 体内 转录 是 在 
细胞 中 完成 的 , 而 RNA 也 是 在 细胞 中 合成 的 ，RNA 
在 细胞 内 的 复制 可 以 部 分 抵消 RNA 降解 带 来 的 不 利 
影响 ; 其 次 , 不 需要 体外 转录 。 这 对 于 那些 难于 获得 
高 产量 感染 性 转录 本 的 RNA 病毒 非常 有 用 。 另 外 ， 
也 不 需要 体外 转录 试剂 ， 如 帽子 结构 类 似 物 和 RNA 
聚合 酶 等 。 再 者 , 可 使 病毒 基因 组 的 表达 不 依赖 于 
病毒 复制 过 程 , 特别 适用 于 研究 那些 不 能 在 细胞 内 
复制 的 突变 病毒 。 这 些 体 内 产生 的 病毒 转录 本 与 宿 
主 细胞 的 mRNA 相似 , 不 经 过 复制 就 可 表达 野生 型 
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的 或 突变 型 的 蛋 日 。 

构建 感染 性 cDNA 的 载体 既 要 能 稳定 的 接纳 外 
源 基因 ， 又 要 具有 稳定 的 复制 系统 , 所 以 实验 中 选 
择 稳 定 的 低 拷贝 载体 慢 速 生长 的 受 体 菌 DH5a。 这 
样 可 以 避免 由 于 载体 复制 而 造成 的 基因 突变 。 将 构 
建 的 p-EoPYV 载体 质粒 在 DHSa 受 体 菌 中 连续 传代 
数 次 后 测序 , 没有 任何 碱 基 发 生变 化 , 证 明 该 重组 
质粒 具有 良好 的 稳定 性 。 

获得 的 EoPV 基因 组 全 长 cDNA 作为 今后 工作 
的 原材料 ， 除 了 用 于 获得 感染 性 分 子 克 隆 的 研究 
外 ,还 可 以 作为 EoPV 基因 组 的 DNA 备份 , 用 于 基 
因 组 内 任意 区 段 扩 增 的 模板 , 省 去 了 人 繁琐 的 RNA 
提取 和 逆转 录 过 程 。 另 外 基因 组 全 长 cDNA 还 可 用 
于 构建 基因 文库 , 如 鸣 菌 体 展 示 库 , 直接 酶 解 基因 
组 全 长 cDNA 可 以 得 到 履 盖 整个 基因 组 的 等 分 子 数 
的 小 片段 ,更 容易 克隆， 获得 的 基因 组 文库 具有 更 
广泛 的 代表 性 。 

由 于 缺乏 敏感 细胞 系 , 目前 尚 无 法 获得 感染 性 
克隆 。 我 们 尝试 将 全 长 克隆 复制 子 转 染 各 种 细胞 ， 
如 SS9, Sf21, S2 和 LD652, 但 均 未 发 现 可 持续 感染 
的 细胞 系 。 这 说 明 EoPV 对 于 宿主 的 选择 非常 严 
格 。 对 于 正 链 RNA 病毒 而 言 , 迄今 为 止 ,获得 的 病 
毒 感染 性 全 长 cDNA 并 不 多 (了 Boyer and Haenni， 


1994) 。 置 于 SV40 启动 子 控制 下 的 痊 骨 灰质 炎 病 
毒 cDNA 具有 很 高 的 感染 性 , 但 据 推测 这 不 是 局 动 


子 元 件 的 作用 ， 而 是 因为 真 核 细 胞 复制 信号 的 存 
在 。 我 们 进行 的 一 系列 有 意义 感染 性 克隆 的 尝试 ， 
并 积累 经 验 , 这 为 以 后 的 工作 提供 了 有 价值 的 参考 
依据 。 成 功 构建 的 EoPV 全 长 克隆 , 为 进一步 研究 
该 病毒 的 生物 学 特性 、 研 究 病 毒 与 宿主 的 关系 、 病 
毒 的 复制 机 制 等 积累 材料 , 也 为 EoPV 的 应 用 研究 
如 开发 病毒 表达 载体 , 开发 毒 力 更 强 的 病毒 杀 虫 剂 
等 奠定 理论 基础 。 
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